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  ﭼﻜﻴﺪه
ﺷﻮد ﻛﻪ اﺣﺘﻤﺎﻻً ﺗﺮﻛﻴﺐ ﻣﻨﺎﺳـﺐ ﺟﻬـﺖ  ﻟﻴﺸﻤﺎﻧﻴﺎ ﻣﺎژور، در ﻣﺮﺣﻠﻪ آﻣﺎﺳﺘﻴﮕﻮت اﻧﮕﻞ ﺑﻴﺎن ﻣﻲ 4p ژن :زﻣﻴﻨﻪ و ﻫﺪف 
ﻣﻨﺎﺳـﺐ ﺑـﺮاي ( ﻧﺎﻗـﻞ )ﻫﺪف از اﻧﺠﺎم اﻳﻦ ﭘﮋوﻫﺶ، ﻛﻠﻮن اﻳﻦ ژن در ﻳـﻚ وﻛﺘـﻮر . ﺮ ﻋﻠﻴﻪ ﻟﻴﺸﻤﺎﻧﻴﻮز اﺳﺖ ﺗﻬﻴﻪ واﻛﺴﻦ ﺑ 
  .ﺳﺎزي ﺑﻮد ﻦﺴﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﺑﻴﺸﺘﺮ در زﻣﻴﻨﻪ واﻛ
در ﻣﺮﺣﻠـﻪ ﭘﺮوﻣﺎﺳـﺘﻴﮕﻮت، ﻟﻴـﺸﻤﺎﻧﻴﺎ ﻣـﺎژور در . اﻳﻦ ﺑﺮرﺳﻲ ﺑﻪ ﺻﻮرت ﺗﺠﺮﺑﻲ اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺘﻪ اﺳـﺖ : روش ﺑﺮرﺳﻲ 
 ژﻧـﻮﻣﻲ اﻧﮕـﻞ ﺑـﺎ ANDدر اداﻣـﻪ . ﺻﻮرت اﻧﺒﻮه ﻛـﺸﺖ داده ﺷـﺪ  ﺑﻪ 0461IMPR و ﺳﭙﺲ در ﻣﺤﻴﻂ N.N.Nﻣﺤﻴﻂ 
 از روي ژل RCPﻣﺤـﺼﻮل .  اﻧﺠـﺎم ﺷـﺪ 4p ﺑﺎ ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘـﺼﺎﺻﻲ ژن RCPﺳﭙﺲ . روش ﺟﻮﺷﺎن اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪ 
  .ﻫﺎي ﺑﺮش دﻫﻨﺪه ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ آﮔﺎروز ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي ﺷﺪ و در ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮ ﺗﺮﻛﻴﺐ ﻏﺮﺑﺎﻟﮕﺮي ﺷﺪ و ﺗﺤﺖ ﺗﺄﺛﻴﺮ آﻧﺰﻳﻢ
ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ ﺣـﺎوي ﻗﻄﻌـﻪ .  ﺑـﻪ درﺳـﺘﻲ اﻧﺠـﺎم ﺷـﺪ rotceV-T در 4p و ﺳـﭙﺲ ﻛﻠـﻮن ﻗﻄﻌـﻪ   RCP واﻛﻨﺶ :ﻫﺎ ﻳﺎﻓﺘﻪ
 ﺑﺎ ﻣﻮﻓﻘﻴﺖ ﺳـﺎب ﻛﻠـﻮن 03-EQPﻫﺎي ﺑﺮش دﻫﻨﺪه، ﺟﺪا ﺷﺪ و ﭘﻼﺳﻴﻤﺪ ﺑﻴﺎن اﺳﺘﺨﺮاج وژن ﻛﻠﻮن ﺷﺪه در آن ﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢ 
  . روي ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺑﻴﺎن، ﺗﺄﻳﻴﺪ ﺷﺪRCPﻫﺎي ﺑﺮش دﻫﻨﺪه و اﻧﺠﺎم  ﺷﺪ و ﺳﭙﺲ ﺗﻮﺳﻂ آﻧﺰﻳﻢ
ﺧﺼﻮص در ﻪ ﺗﻮاﻧﺪ، ﺑ  ﻣﻲ4Pﺗﻮﻟﻴﺪ آﻧﺘﻲ ژن ﻧﻮ ﺗﺮﻛﻴﺐ .  در آزﻣﺎﻳﺸﮕﺎه اﺳﺖ4pﻳﻦ ﺗﺮﻛﻴﺐ ﻣﺎده ﺑﻴﺎن، ژن ا: ﮔﻴﺮي ﻧﺘﻴﺠﻪ
  .ﻫﺎي ﺗﺸﺨﻴﺼﻲ ﻧﻴﺰ ﻗﺎﺑﻞ اﺳﺘﻔﺎده اﺳﺖ ﻫﺎي ﻫﺪف داروﻳﻲ و ﺗﺴﺖ آﻳﺪ و ﻋﻼوه ﺑﺮ آن در زﻣﻴﻨﻪ  ﻛﺎرﺑﻪ ، ﻦزﻣﻴﻨﺔ ﺗﻬﻴﺔ واﻛﺴ
  
  ـ واﻛﺴﻦ4     ـ ﻟﻴﺸﻤﺎﻧﻴﺎ ﻣﺎژور،3ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ،   ـ 2  ، 4Pـ ژن 1 :ﻫﺎ ﻛﻠﻴﺪواژه
  
  ﻣﻘﺪﻣﻪ
ﻟﻴﺸﻤﺎﻧﻴﺎ، ﻳﻚ اﻧﮕﻞ داﺧـﻞ ﺳـﻠﻮﻟﻲ اﺟﺒـﺎري از ﺧـﺎﻧﻮاده 
در ﺳﻴﻜﻞ زﻧﺪﮔﻲ آن دو ﻣﺮﺣﻠﻪ وﺟﻮد . ﺗﺮﻳﭙﺎﻧﻮزوﻣﻴﺪه اﺳﺖ
ﻣﺮﺣﻠﻪ ﺗﺎژﻛﺪار ﭘﺮوﻣﺎﺳـﺘﻴﮕﻮت ﻛـﻪ درون ﺑـﺪن ﭘـﺸﻪ : دارد
ﺧــﺎﻛﻲ ﺑــﻪ ﻋﻨــﻮان ﻧﺎﻗــﻞ ﺑﻴﻮﻟــﻮژﻳﻜﻲ اﺳــﺖ و ﻣﺮﺣﻠــﻪ 
 دارآﻣﺎﺳﺘﻴﮕﻮت ﻛـﻪ درون ﻣﺎﻛﺮوﻓﺎژﻫـﺎي ﻣﻴﺰﺑﺎﻧـﺎن ﻣﻬـﺮه 
ﻫـﺎي ﻣﺨﺘﻠـﻒ ﻟﻴـﺸﻤﺎﻧﻴﺎ، ﻃﻴـﻒ وﺳـﻴﻌﻲ از   ﮔﻮﻧـﻪ(1).اﺳـﺖ
ﻫﺎ را از ﺑﻴﻤﺎري ﭘﻮﺳﺘﻲ ﺧﻮد ﻣﺤﺪود ﺷﻮﻧﺪه ﺗﺎ ﻓﺮم  ﺑﻴﻤﺎري
  .ﺷﻮﻧﺪ ﻣﻨﺘﺸﺮه ﺷﺪﻳﺪ ﻳﺎ ﺑﻴﻤﺎري اﺣﺸﺎﻳﻲ ﺳﺒﺐ ﻣﻲ
آﻣﻴﺰ، ﻋﻮارض ﺟﺎﻧﺒﻲ داروﻫـﺎ ﺑﻪ دﻟﻴﻞ ﻋﺪم درﻣﺎن ﻣﻮﻓﻘﻴﺖ 
ﻦ ﻣﻨﺎﺳـﺐ ﻣـﻮرد ﺗﻮﺟـﻪ ﺴو ﻣﻘﺎوﻣﺖ داروﻳﻲ، ﺗﻬﻴـﻪ ﻳـﻚ واﻛ ـ
 از آﻧﺠﺎﻳﻲ ﻛﻪ ﻓﺮم آﻣﺎﺳﺘﻴﮕﻮت اﻧﮕﻞ (2).ﺳﺖﺑﻴﺸﺘﺮ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻪ ا 
  ﻫـﺎي ژن ﺑﻨـﺎﺑﺮاﻳﻦ آﻧﺘـﻲ ﺷـﻮد، ﺳـﺒﺐ ﺑﻴﻤـﺎري در اﻧـﺴﺎن ﻣـﻲ
  
  
  
ﻦ ﺑﻴﺸﺘﺮ ﻣﻮرد ﺗﻮﺟـﻪ ﺴاﺧﺘﺼﺎﺻﻲ اﻳﻦ ﻣﺮﺣﻠﻪ ﺟﻬﺖ ﺗﻬﻴﻪ واﻛ 
 ﻣﻨﻮﻛﻠﻮﻧـﺎل آﻧﺘـﻲ ﺑـﺎدي 8ﺗﺠﺮﺑﻴـﺎت ﻗﺒﻠـﻲ، ﺗﻮﻟﻴـﺪ . (3-5)ﻫﺴﺘﻨﺪ
اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ را ﺑﺮاي ﻣﺮﺣﻠﻪ آﻣﺎﺳﺘﻴﮕﻮت اﻧﮕﻞ ﻟﻴﺸﻤﺎﻧﻴﺎ ﭘﻴﻔﺎﻧﻮي 
 و 2p ,4pﻫﺎي   ﺑﺎدي ﻣﻨﻮﻛﻠﻮﻧﺎل آﻧﺘﻲ(. 8p ﺗﺎ 1p)ادﻧﺪ ﮔﺰارش د
ﻨﺶ ﻛ ـ ﺑﺎ ﻣﺮﺣﻠﺔ آﻣﺎﺳﺘﻴﮕﻮت ﻟﻴﺸﻤﺎﻧﻴﺎ آﻣﺎزو ﻧﻨﺴﻴﺲ ﻧﻴﺰ وا 8p
 داراي ﺑﺎﻧـﺪ 7p و 4pﻫﺎي  ﺑﺎدي ﻣﻨﻮﻛﻠﻮﻧﺎل آﻧﺘﻲ . (4)ﻧﺸﺎن دادﻧﺪ 
 (5و4). ﻛﻴﻠــﻮ داﻟﺘــﻮن ﻫــﺴﺘﻨﺪ43ﭘﺮوﺗﺌﻴﻨــﻲ ﺑــﺎ وزن ﺣــﺪود 
  ﻫـﺎي اﺧﺘـﺼﺎﺻﻲ ﻣﺮﺣﻠـﺔ آﻣﺎﺳـﺘﻴﮕﻮت ﻧﻴـﺰ ﺗﻮﺳـﻂ ژن آﻧﺘـﻲ
ﻫﺮ ﻛـﺪام از . ﺷﻮﻧﺪﻫﺎ ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ ﻣﻲ  ﺑﺎديﻫﻤﻴﻦ ﻣﻨﻮﻛﻠﻮﻧﺎل آﻧﺘﻲ 
ﻫـﺎ ﻳـﻚ ﭘﺘﺎﻧـﺴﻴﻞ ﺑـﺎﻟﻘﻮه ﺑـﻪ ﻋﻨـﻮان ﻛﺎﻧﺪﻳـﺪ ﺗﻬﻴـﻪ  ژناﻳﻦ آﻧﺘﻲ 
 (5).آﻳﻨـﺪ واﻛﺴﻦ در ﺟﻬﺖ ﭘﻴﺸﮕﻴﺮي و ﻛﻨﺘﺮل اﻧﮕﻞ ﺑﻪ ﺷﻤﺎر ﻣﻲ 
   از ﻛﺸﺖ آﮔﺰﻧﻴـﻚ ﻣﺮﺣﻠـﺔ آﻣﺎﺳـﺘﻴﮕﻮت 8p و 4pﻫﺎي  ژن آﻧﺘﻲ
ﺷﻨﺎﺳـﻲ ﺑـﻪ راﻫﻨﻤـﺎﻳﻲ دﻛﺘـﺮ ﻫﺮﻣـﺰد اورﻣـﺰدي و دﻛﺘـﺮ ﻻﻣـﻊ اﺧﻼﻗـﻲ و   ﻣﻴﻨﻮ ﺷﺎددل ﺟﻬﺖ درﻳﺎﻓﺖ درﺟﻪ دﻛﺘﺮاي اﻧﮕﻞدﻛﺘﺮﻧﺎﻣﻪ  اي اﺳﺖ از ﭘﺎﻳﺎناﻳﻦ ﻣﻘﺎﻟﻪ ﺧﻼﺻﻪ 
  .ﻣﺸﺎوره دﻛﺘﺮ ﺑﻬﺮام ﻛﺎﻇﻤﻲ
 داﻧﺸﮕﺎه ،دهﺷﻨﺎﺳﻲ، داﻧﺸﻜﺪه ﭘﺰﺷﻜﻲ، داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﻜﻲ ارﺗﺶ، ﺧﻴﺎﺑﺎن ﺷﻬﻴﺪ ﻓﺎﻃﻤﻲ، ﺧﻴﺎﺑﺎن ﺷﻬﻴﺪ اﻋﺘﻤﺎدزا ﺷﻨﺎﺳﻲ و ﻗﺎرچ ﺷﻨﺎﺳﻲ، ﮔﺮوه اﻧﮕﻞ  اﺳﺘﺎدﻳﺎر اﻧﮕﻞ I(
  (ﻣﺆﻟﻒ ﻣﺴﺆول)*ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﻜﻲ ارﺗﺶ، ﺗﻬﺮان، اﻳﺮان 
   اﻳﺮان، ﺗﻬﺮان، اﻳﺮان-ﺷﻨﺎﺳﻲ، داﻧﺸﻜﺪه ﭘﺰﺷﻜﻲ، داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﻜﻲ و ﺧﺪﻣﺎت ﺑﻬﺪاﺷﺘﻲ درﻣﺎﻧﻲ ﺷﻨﺎﺳﻲ و ﻗﺎرچ ﺷﻨﺎﺳﻲ ﭘﺰﺷﻜﻲ، ﮔﺮوه اﻧﮕﻞ  اﺳﺘﺎد اﻧﮕﻞII(
   درﻣﺎﻧﻲ اﻳﺮان، ﺗﻬﺮان، اﻳﺮان-ﺰﺷﻜﻲ، داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﻜﻲ و ﺧﺪﻣﺎت ﺑﻬﺪاﺷﺘﻲﺷﻨﺎﺳﻲ، داﻧﺸﻜﺪه ﭘ ﺷﻨﺎﺳﻲ و ﻗﺎرچ ﺷﻨﺎﺳﻲ، ﮔﺮوه اﻧﮕﻞ  داﻧﺸﻴﺎر اﻧﮕﻞIII(
 درﻣـﺎﻧﻲ -و ﺧـﺪﻣﺎت ﺑﻬﺪاﺷـﺘﻲ ﺷﻨﺎﺳﻲ، ﻣﺮﻛﺰ ﺗﺤﻘﻴﻘﺎت ﺑﻴﻮﻟﻮژي ﺳﻠﻮﻟﻲ و ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ، داﻧﺸﻜﺪه ﭘﺰﺷﻜﻲ، داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﻜﻲ  ﺷﻨﺎﺳﻲ و ﻗﺎرچﺷﻨﺎﺳﻲ، ﮔﺮوه اﻧﮕﻞ  اﺳﺘﺎد اﻧﮕﻞ VI(
  ﺷﻬﻴﺪ ﺑﻬﺸﺘﻲ، ﺗﻬﺮان، اﻳﺮان
  ﺷﻬﻴﺪ ﺑﻬﺸﺘﻲ، ﺗﻬﺮان، اﻳﺮان درﻣﺎﻧﻲ -و ﺧﺪﻣﺎت ﺑﻬﺪاﺷﺘﻲﻣﻴﻜﺮوﺑﻴﻮﻟﻮژي، ﻣﺮﻛﺰ ﺗﺤﻘﻴﻘﺎت ﺑﻴﻮﻟﻮژي ﺳﻠﻮﻟﻲ و ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ، داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﻜﻲ  ﻓﻮق ﻟﻴﺴﺎﻧﺲ V(
  
 و ﻫﻤﻜﺎراندﻛﺘﺮ ﻣﻴﻨﻮ ﺷﺎددل    ﻟﻴﺸﻤﺎﻧﻴﺎ ﻣﺎژور4pﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ژن 
 7831  و زﻣﺴﺘﺎنﭘﺎﺋﻴﺰ / 16و  06ﺷﻤﺎره / دورة ﭘﺎﻧﺰدﻫﻢ     ﻣﺠﻠﻪ داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﻜﻲ اﻳﺮان611
ﺷﻮﻧﺪ و ﺣﻔﺎﻇـﺖ ﺑﺨـﺶ ﻗﺎﺑـﻞ ﻟﻴﺸﻤﺎﻧﻴﺎ ﭘﻴﻔﺎﻧﻮي ﺧﺎﻟﺺ ﻣﻲ 
ﺑﻨــﺎﺑﺮاﻳﻦ ﻳﻜــﻲ از . (5و 3)ﻛﻨــﺪ  اي را اﻟﻘــﺎء ﻣــﻲ ﻣﻼﺣﻈــﻪ
ﺖ ﻛـﻪ در  اﺳ ـ4pﻫﺎي ﺳـﻄﺤﻲ ﻓـﺮم آﻣﺎﺳـﺘﻴﮕﻮت،  ژن آﻧﺘﻲ
ژن . (3  ـ5)ﺗﻮاﻧﺪ ﻣﺆﺛﺮ ﺑﺎﺷﺪ ﺳﺎزي ﻣﻲ زﻣﻴﻨﻪ ﭘﻴﺸﺮﻓﺖ واﻛﺴﻦ
 در ﻟﻴ ــﺸﻤﺎﻧﻴﺎ ﭘﻴﻔ ــﺎﻧﻮي ﻛﻠ ــﻮن و 4p ژن ﻛ ــﺪ ﻛﻨﻨ ــﺪة آﻧﺘ ــﻲ 
ﻫـﺎي ﺟـﻨﺲ  ﺑﺎ ﺳﺎﻳﺮ ﮔﻮﻧﻪ 4pﺳﻜﺎﻧﺲ ﮔﺮدﻳﺪ و ﺷﺒﺎﻫﺖ ژن 
ژن درون ﺷــﺒﻜﻪ  اﻳــﻦ آﻧﺘــﻲ. ﻟﻴــﺸﻤﺎﻧﻴﺎ، ﺑﺮرﺳــﻲ ﺷــﺪ
آﻧﺪوﭘﻼﺳ ــﻤﻴﻚ آﻣﺎﺳ ــﺘﻴﮕﻮت ﻗ ــﺮار دارد و داراي ﻓﻌﺎﻟﻴ ــﺖ 
ﺑﻴـﺎن  )ANRﺳﺖ ﻛﻪ ﻧﻘﺶ اﺣﺘﻤﺎﻟﻲ آن در ﺛﺒـﺎت ﻧﻮﻛﻠﺌﺎزي ا 
  (3). ﻣﻮرد ﺑﺤﺚ اﺳﺖANDو ﺗﺮﻣﻴﻢ ( ژن
 ﻟﻴـﺸﻤﺎﻧﻴﺎ 4pدر اﻳﻦ ﺑﺮرﺳﻲ ﻗـﺼﺪ ﺑـﺮ اﻳـﻦ اﺳـﺖ ﻛـﻪ ژن 
  .ﻣﺎژور ﺳﻮﻳﺔ اﻳﺮان ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮ ﺗﺮﻛﻴﺐ، ﻛﻠﻮن ﺷﻮد
  
  روش ﺑﺮرﺳﻲ
. اﻳـﻦ ﺑﺮرﺳـﻲ ﺑـﻪ ﺻـﻮرت ﺗﺠﺮﺑـﻲ اﻧﺠـﺎم ﮔﺮﻓﺘـﻪ اﺳـﺖ 
 در )RE/57/RI/OHRM(ﻫﺎي ﻟﻴﺸﻤﺎﻧﻴﺎ ﻣﺎژور  ﭘﺮوﻣﺎﺳﺘﻴﮕﻮت
   رﺷـ ــﺪ داده ﺷـ ــﺪﻧﺪ و ﺳـ ــﭙﺲ در ﻣﺤـ ــﻴﻂ N.N.Nﻣﺤـ ــﻴﻂ 
ﻫـﺎ ﺑـﺎ ﭘﺮوﻣﺎﺳـﺘﻴﮕﻮت . (1) ﺑﻪ ﻛﺸﺖ اﻧﺒﻮه رﺳﻴﺪﻧﺪ0461 IMPR
آوري ﺷﺪﻧﺪ و ﺗﻮﺳﻂ ﺑﺎﻓﺮ ﻣﺨـﺼﻮص ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﻛﺮدن ﺟﻤﻊ 
، 2lCgM 5Mm ،01 Mm  ، ﺗ ــﺮﻳﺲ)M( ﻣ ــﻮل 0/33ﮔﻠ ــﻮﻛﺰ )
 ANDﻟﻴﺰ ﺷﺪﻧﺪ و ﺑـﺎ روش ﺟﻮﺷـﺎﻧﺪن، ( %2  001x -ﺗﺮﻳﺘﻮن
 ﻳـﻚ 4pﺑﺮاﺳـﺎس ﺳـﻜﺎﻧﺲ ژن . (6)ﻫﺎ اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪ  آنژﻧﻮﻣﻲ 
 ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫـﺎ 5ﺟﻔﺖ ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﻃﺮاﺣﻲ ﺷﺪ، ﺑﻪ ﻃﻮري ﻛﻪ در ﺳـﻤﺖ 
  . ﺑﺎﺷﺪIHmaB ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺑﺮش آﻧﺰﻳﻢ esrever و drawrof
، AND( gμ) ﻣﻴﻜﺮوﮔـــﺮم 1:  ﺷـــﺎﻣﻞRCPواﻛـــﻨﺶ 
  ،drawrof از ﻫـــ ــﺮ ﻳـــ ــﻚ از ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫـــ ــﺎي 02lomocip
 1/52، x1 RCP ﺑـﺎﻓﺮ 21CgM Mm4 ,sPTNd Mm4.0
 ﻛﻪ ﺣﺠﻢ esaremyloP qaT AND )narI ,neG aniC(واﺣﺪ
ﺑﺮﻧﺎﻣـﻪ ) ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ رﺳﺎﻧﺪه ﺷـﺪه ﺑـﻮد، 03 ﺑﻪ 02Hdآن ﺑﺎ 
 )C◦( ﮔـﺮاد  درﺟﻪ ﺳـﺎﻧﺘﻲ 49 دﻣﺎ ؛ ﺑﻪ ﺻﻮرت RCPدﺳﺘﮕﺎه 
 ﻣﺮﺣﻠـﻪ :  ﺳـﻴﻜﻞ ﻛـﻪ ﻫـﺮ ﻳـﻚ ﺷـﺎﻣﻞ 53 دﻗﻴﻘﻪ، 01ﺑﻪ ﻣﺪت 
  ﺛﺎﻧﻴـﻪ، ﻣﺮﺣﻠـﻪ 04 ﺑﻪ ﻣـﺪت 49  C◦ دﻣﺎي در noitarutaned
 ﺛﺎﻧﻴـﻪ و ﻣﺮﺣﻠـﻪ 06 ﺑـﻪ ﻣـﺪت 26/5  C◦ دﻣـﺎي gnilaenna
   ﺛﺎﻧﻴﻪ اﺳﺖ، و در ﭘﺎﻳﺎن 06 ﺑﻪ ﻣﺪت 27 C◦ دﻣﺎي noitnetxe
ﻣﺤـﺼﻮل . (7)( دﻗﻴﻘـﻪ اﻧﺠـﺎم ﮔﺮﻓـﺖ 5 ﺑﻪ ﻣـﺪت 27 C◦دﻣﺎي 
اﻟﻜﺘﺮوﻓـﻮرز ﺷـﺪ وﺑـﺎ اﺗﻴـﺪﻳﻮم % 1/5 در ژل آﮔﺎروز RCP
 ﻣﻮرد ﻧﻈـﺮ زﻳـﺮ ﻧـﻮر ANDﺑﺎﻧﺪ . ﺑﺮوﻣﺎﻳﺪ رﻧﮓ آﻣﻴﺰي ﺷﺪ 
. (8)، ﻣــﺸﺎﻫﺪه ﮔﺮدﻳــﺪ)VU -teloivartlU(ﻣــﺎوراء ﺑــﻨﻔﺶ 
 tnioP gnitleM woL% 1 در ژل آﮔ ــﺎروز RCPﻣﺤ ــﺼﻮل 
 ﻣﻮرد ﻧﻈـﺮ از ژل AND ﺑﺎﻧﺪ VUاﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﺷﺪ و زﻳﺮ ﻧﻮر 
 ﺧـﺎﻟﺺ ﺷـﺪه ﻃـﻲ روش AND. (9)ﺳﺎزي ﺷـﺪ ﺟﺪا و ﺧﺎﻟﺺ 
  . ﻛﻠﻮن ﺷﺪtpircseulBp درون ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ  gninolC A/T
ﻳﻢ  ﻛﻪ ﺑـﺎ آﻧـﺰ tpircsulBpﺑﻪ ﺻﻮرت ﺧﻼﺻﻪ، ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ 
 داده ﺷﺪ، ﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢ ﻧﻮﻛﻠﻮﺋﻮﺗﻴﺪﻳﻞ ﺗﺮاﻧـﺴﻔﺮم ﺑﺮش VRocE
  .(01) اﺿﺎﻓﻪ ﺷﺪpTTd آن 3' اﻧﺘﻬﺎي  ﺑﻪ
در ﺳــﻠﻮل ﭘ ــﺬﻳﺮاي ( ﭘﻴﻮﻧ ــﺪ )noitagiLﻣﺤــﺼﻮل واﻛ ــﻨﺶ 
 و در ﭘﻠﻴﺖ آﮔﺎر (11) ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرم ﺷﺪeulb 1LX ﺳﻮش ـ iloc.E
  (ﻟﻴﺘـ ــﺮﻣﻴﻜﺮوﮔـ ــﺮم در ﻣﻴﻠـ ــﻲ  )05 lm/gμ ﻛـ ــﻪ ﺣـ ــﺎوي BL
 lag-X ,GTPIﻫـﺎ ﺗﻮﺳـﻂ ﻠﻨـﻲ ﻛ. ﺳﻴﻠﻴﻦ ﺑـﻮد، ﭘﺨـﺶ ﺷـﺪ  آﻣﭙﻲ
ﻫﺎي ﺳﻔﻴﺪ داراي ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧـﻮ ﺗﺮﻛﻴـﺐ، ﻏﺮﺑﺎﻟﮕﺮي ﺷﺪﻧﺪ و ﻛﻠﻨﻲ 
ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﺎ روش اﻟﻜﺎﻟﻴﻦ، اﺳـﺘﺨﺮاج . (21)اﻧﺘﺨﺎب ﺷﺪﻧﺪ 
 آزاد ﺷـﺪه ANDﺑﺎﻧﺪ .  ﻫﻀﻢ ﮔﺮدﻳﺪ IHmaB و ﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢ (31)ﺷﺪ
 ﻛﻪ ﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢ 03-EQpﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي ﺷﺪ و درون ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺑﻴﺎن 
  .ﺪه ﺑﻮد، ﺳﺎب ﻛﻠﻮن ﮔﺮدﻳﺪ ﺑﺮش داده ﺷIHmaB
ﻫﺎي ﺣـﺎوي ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ  ﻛﻠﻨﻲ. ﻣﺤﺼﻮل واﻛﻨﺶ، ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرم ﺷﺪ 
، ﻛــﺸﺖ اﻧﺒــﻮه داده ﺷــﺪ و ﺳــﭙﺲ BLﻧﻮﺗﺮﻛﻴــﺐ در ﻣﺤــﻴﻂ 
ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪ و ﺑﺎ ﺗﺠﺰﻳﻪ و ﺗﺤﻠﻴـﻞ ﺗﻮﺳـﻂ  ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ
 ﺑـﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از RCPواﻛـﻨﺶ . ﻫﺎي ﺑﺮش دﻫﻨـﺪه ﺗﺄﻳﻴـﺪ ﺷـﺪ  آﻧﺰﻳﻢ
 ﺟﻬـﺖ 4p اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ژن esrever و lasrevinU drawrofﭘﺮاﻳﻤﺮ 
  .ﻣﻨﺎﺳﺐ ژن ﻛﻠﻮن ﺷﺪه، اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ( ﺟﻬﺖ )noitatneiroﺗﺄﻳﻴﺪ 
  
  ﻫﺎ ﻳﺎﻓﺘﻪ
 رﺷﺪ ﻳﺎﻓﺘﻪ و در  N.N.Nﭘﺮوﻣﺎﺳﺘﻴﮕﻮت ﻟﻴﺸﻤﺎﻧﻴﺎ در ﻣﺤﻴﻂ 
 ﺑﻪ ﺻﻮرت اﻧﺒـﻮه ﻛـﺸﺖ داده ﺷـﺪ و 04610461 IMPRﻣﺤﻴﻂ 
  . ﺗﻜﺜﻴﺮ ﻳﺎﻓﺖRCP ژﻧﻮﻣﻲ آن اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه و ﺑﺎ روش AND
 ﻧـﺸﺎن داده 1ﻜﻞ ﺷـﻤﺎره  اﺳﺘﺨﺮاج ﺷـﺪه در ﺷ ـAND
 و ﻫﻤﻜﺎرانﻣﻴﻨﻮ ﺷﺎددل دﻛﺘﺮ  ﻴﺸﻤﺎﻧﻴﺎ ﻣﺎژور ﻟ4pﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ژن 
 711ﻣﺠﻠﻪ داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﻜﻲ اﻳﺮان     7831  و زﻣﺴﺘﺎنﭘﺎﺋﻴﺰ / 16و  06ﺷﻤﺎره / دورة ﭘﺎﻧﺰدﻫﻢ 
 ﺑـﺎ 4p ژن RCP ﻣﺤـﺼﻮل 2در ﺷـﻜﻞ ﺷـﻤﺎره . ﺷﺪه اﺳﺖ 
  . ﻧﺸﺎن داده ﺷﺪه اﺳﺖ569 pbوزن 
  
  
  
  %1 ژﻧﻮﻣﻲ ﻟﻴﺸﻤﺎﻧﻴﺎ در ژل آﮔﺎرز ANDاﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز  -1ﺷﻜﻞ ﺷﻤﺎره 
  
  
  
  %1 در ژل آﮔﺎرز RCPاﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﻣﺤﺼﻮل  -2  ﺷﻤﺎرهﺷﻜﻞ
  AND pb001ﻣﺎرﻛﺮ : Iﺳﺘﻮن 
  569pb ﺑﺎ وزن 4p ژن RCPﻣﺤﺼﻮل : IIﺳﺘﻮن 
  
 ﺑـﺎ روش tpircseulBp در ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﺎﻗـﻞ RCPﻣﺤﺼﻮل 
ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ، ﺗﻮﺳـﻂ آﻧـﺰﻳﻢ .  ﻛﻠﻮن ﺷـﺪ A/Tﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ 
 ﺟﺪا 4p ژن AND ﺑﺮش داده ﺷﺪ و ﺑﺎﻧﺪ IHmaBﺑﺮش دﻫﻨﺪه 
 IHmaB ﻛﻪ ﻗـﺒﻼً ﺑـﺎ آﻧـﺰﻳﻢ 03-EQpﺷﺪ و در ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺑﻴﺎن 
 noitagiLواﻛـﻨﺶ . ﺑـﺮش داده ﺷـﺪه ﺑـﻮد، ﺳـﺎب ﻛﻠـﻮن ﺷـﺪ
در ﺳﻠﻮل ﭘﺬﻳﺮاي ﺑﺎﻛﺘﺮﻳﺎﻳﻲ ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرم ﺷﺪ ودر ﭘﻠﻴﺖ ( ﭘﻴﻮﻧﺪ)
ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ . ﺳﻴﻠﻴﻦ ﭘﺨﺶ ﺷﺪ  آﻣﭙﻲ 05 Lm/gμ ﺣﺎوي BLآﮔﺎر 
 lcampدﻫﻨـﺪه ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ، ﺗﻮﺳﻂ ﺗﺠﺮﻳﻪ و ﺗﺤﻠﻴﻞ ﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢ ﺑﺮش 
 را دارد و ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ 4pﻛﻪ ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺑـﺮش اﺧﺘـﺼﺎﺻﻲ در ژن 
  .دﻫﺪ، ﺗﺄﻳﻴﺪ ﺷﺪ ﻏﻴﺮ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ را ﺑﺮش ﻧﻤﻲ
 ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ را ﻛـﻪ ﺑـﺎ آﻧـﺰﻳﻢ 3ﺷـﻜﻞ ﺷـﻤﺎره 
  .دﻫﺪ  ﺑﺮش ﺷﺪه و ﺧﻄﻲ ﺷﺪه اﺳﺖ، ﻧﺸﺎن ﻣﻲlcamp
  
  
  
  
   ﺗﺎﺋﻴﺪ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ-3  ﺷﻤﺎرهﺷﻜﻞ
   ﻗﺒﻞ از ﺗﺄﺛﻴﺮ آﻧﺰﻳﻢ 03-EQpﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺳﺎﻟﻢ : Iﺳﺘﻮن 
   ﺑﻌﺪ از ﺗﺄﺛﻴﺮ آﻧﺰﻳﻢ03-EQpﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺳﺎﻟﻢ : IIﺳﺘﻮن 
  ﻴﺮ آﻧﺰﻳﻢ ﺑﻌﺪ از ﺗﺄﺛ4-03-EQpﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻗﻄﻌﻪ دار : IIIﺳﺘﻮن 
   ﻗﺒﻞ از ﺗﺄﺛﻴﺮ آﻧﺰﻳﻢ4-03-EQpﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻗﻄﻌﻪ دار : VIﺳﺘﻮن 
  
  
 )noitatneiro( ﺑـﺮاي ﺗﻌﻴـﻴﻦ ﺟﻬـﺖ RCPﻣﺤـﺼﻮل  -4ﺷﻜﻞ ﺷﻤﺎره 
   ﻛﻠﻮن ﺷﺪه در ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ 4pﻣﻨﺎﺳﺐ ژن 
ﺑ ــﺎ اﺳ ــﺘﻔﺎده از ﭘﺮاﻳﻤ ــﺮ ( 0501 pb) 4P ژن RCPﻣﺤ ــﺼﻮل : Iﺳ ــﺘﻮن 
  esrever 4p cificeps و drawrof lasrevinu
  AND 001 )pb( ﻣﺎرﻛﺮ : III     ﺳﺘﻮن 4-03-EQpﻼﺳﻤﻴﺪ ﭘ: IIﺳﺘﻮن 
  
 و ﻫﻤﻜﺎراندﻛﺘﺮ ﻣﻴﻨﻮ ﺷﺎددل    ﻟﻴﺸﻤﺎﻧﻴﺎ ﻣﺎژور4pﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ژن 
 7831  و زﻣﺴﺘﺎنﭘﺎﺋﻴﺰ / 16و  06ﺷﻤﺎره / دورة ﭘﺎﻧﺰدﻫﻢ     ﻣﺠﻠﻪ داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﻜﻲ اﻳﺮان811
 lasrevinU drawrof ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﭘﺮاﻳﻤـﺮ RCPاﻧﺠﺎم 
 ﺑـــﺮاي ﺗﻌﻴـــﻴﻦ ﺟﻬـــﺖ 4p اﺧﺘـــﺼﺎﺻﻲ ژن esreverو 
 ﻣﻨﺎﺳﺐ ژن ﻛﻠـﻮن ﺷـﺪه در ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ ﺑﻴـﺎن )noitatneiro(
 ﻧﻤـﺎﻳﺶ 4 ﺑﻪ ﻛﺎر ﮔﺮﻓﺘﻪ ﺷﺪ ﻛﻪ در ﺷﻜﻞ ﺷـﻤﺎره 03-EQp
  .ﻳﺎﻓﺘﻪ اﺳﺖ
  
  ﺑﺤﺚ
ﻴﺎ، ﻳـﻚ اﻧﮕـﻞ داﺧـﻞ ﺳـﻠﻮﻟﻲ اﺟﺒـﺎري اﺳـﺖ ﻛـﻪ ﻟﻴﺸﻤﺎﻧ
ار آن، در ﺑـﺪن ﭘـﺸﻪ ﺧـﺎﻛﻲ ﺄﺛﻴﺮﮔﺬﻣﺮﺣﻠﻪ ﭘﺮوﻣﺎﺳﺘﻴﮕﻮت ﺗ 
( دار ﻣﻬـﺮه)ﻧﺎﻗـﻞ و ﻣﺮﺣﻠـﻪ آﻣﺎﺳـﺘﻴﮕﻮت در ﺑـﺪن ﻣﻴﺰﺑـﺎن 
  .(1)وﺟﻮد دارد
ﺗﻬﻴﻪ ﻳـﻚ واﻛـﺴﻦ ﻣﻨﺎﺳـﺐ ﺑـﻪ دﻟﻴـﻞ ﻋـﺪم ﻣﻮﻓﻘﻴـﺖ در 
 درﻣـﺎن اﺳﺎﺳـﻲ و اﻧﺘﺨـﺎﺑﻲ، ﻋـﻮارض ﺟـﺎﻧﺒﻲ داروﻫـﺎ و 
  ﻪ ﺑﻴـــﺸﺘﺮي ﻗـــﺮار ﻣﻘﺎوﻣـــﺖ داروﺋـــﻲ، ﻣـــﻮرد ﺗﻮﺟــ ـ
  (3 و 2).ﮔﺮﻓﺘﻪ اﺳﺖ
 ﻛـﻪ در ﺷـﺒﻜﻪ آﻧﺪوﭘﻼﺳـﻤﻴﻚ ﻣﺮﺣﻠـﻪ 4pﻣﺤﺼﻮل ژن 
ﺳـﺎزي آﻣﺎﺳﺘﻴﮕﻮت ﻗـﺮار دارد، در اﻣـﺮ ﭘﻴـﺸﺮﻓﺖ واﻛـﺴﻦ 
ﺑﺮﺧـﻲ ﻣﻄﺎﻟﻌـﺎت ﻧـﺸﺎن داده اﺳـﺖ ﻛـﻪ . (3)ﻣﻨﺎﺳـﺐ اﺳـﺖ
 اﺧﺘ ــﺼﺎص ﺑ ــﻪ ﻣﺮﺣﻠ ــﻪ آﻣﺎﺳ ــﺘﻴﮕﻮت دارد و 4pژن  آﻧﺘ ــﻲ
ي ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺗﺨﻠﻴﺺ ﺷﺪه آن در زﻣﻴﻨﻪ رده ﺑﻨﺪي، اﭘﻴﺪﻣﻮﻟﻮژ 
  .(2-5)ﺛﺮ ﺑﺎﺷﺪﺆﺗﻮاﻧﻨﺪ ﻣ ﻣﻲو اﻳﻤﻮﻧﻮﻟﻮژي 
 و ﻫﻤﻜﺎراﻧﺶ ذﻛﺮ ﺷـﺪه اﺳـﺖ ﻛـﻪ atajuSدر ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت 
 در ﻣﻘﺎﺑـﻞ ﻋﻔﻮﻧـﺖ c/BLAB در ﻣﻮش 4p ژن ﺧﺎﻟﺺ  آﻧﺘﻲ
ﻧﺎﺷﻲ از ﻟﻴﺸﻤﺎﻧﻴﺎ ﭘﻴﻔﺎﻧﻮي و آﻣﺎزوﻧﻨﺴﻴﺲ، ﺣﻔﺎﻇﺖ ﺑﺨﺸﻲ 
 را 1hTﻧﺴﺒﻲ ﺗﺎ ﻛﺎﻣﻞ و ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ اﻟﻘﺎء ﭘﺎﺳﺦ اﻳﻤﻨﻲ از ﻧـﻮع 
در ﺑﻴﻤﺎران ﻣﺒﺘﻼ ﺑﻪ ﻟﻴﺸﻤﺎﻧﻴﻮزﻳﺲ ﺟﻠﺪي آﻣﺮﻳﻜـﺎﻳﻲ ﺑﺎﻋـﺚ 
  .(3)ﺷﺪه ﺑﻮد
 و llebmaCﻫـﺎ،  واﻛـﺴﻦ ANDﺟﻬﺖ ﺑﺮرﺳﻲ ﭘﺘﺎﻧـﺴﻴﻞ 
 در ﻟﻴــ ــﺸﻤﺎﻧﻴﺎ 4pﻫﻤﻜــ ــﺎراﻧﺶ ژن ﻛﺪﻛﻨﻨــ ــﺪة ﻧﻮﻛﻠﺌــ ــﺎز 
 و 21-LIﻫـﺎي ﻣﺨﺘﻠـﻒ آﻣﺎزوﻧﻨﺴﻴﺲ را ﻫﻤﺮاه ﺑﺎ ادﺟﻮاﻧـﺖ 
 را ﺗﻮﺳﻂ c/BLAB ارزﻳﺎﺑﻲ ﻛﺮده وﻣﻮش ﺣﺴﺎس 07PSH
 07PSH ﻫﻤـﺮاه ﺑـﺎ 4p و 21-LI ﻫﻤﺮاه ﺑﺎ 4pﻲ،  ﺑﻪ ﺗﻨﻬﺎﻳ 4p
اﻳﻤ ــﻦ ﻛ ــﺮده و ﺳ ــﭙﺲ در ﻣﻌ ــﺮض ﻋﻔﻮﻧ ــﺖ ﺑ ــﺎ ﻟﻴ ــﺸﻤﺎﻧﻴﺎ 
 ﻧﺸﺎن دادﻧﺪ ﻛـﻪ ژن ﻫﺎ آن .آﻣﺎزوﻧﻨﺴﻴﺲ و ﻣﺎژور ﻗﺮار داد 
 در ﻣﻘﺎﺑ ــﻞ ﻟﻴ ــﺸﻤﺎﻧﻴﺎ آﻣﺎزوﻧﻨ ــﺴﻴﺲ 21-LI ﻫﻤ ــﺮاه ﺑ ــﺎ 4p
 در ﻣﻘﺎﺑـﻞ 07PSH ﻫﻤﺮاه ﺑﺎ 4pﺣﻔﺎﻇﺖ ﺑﺨﺸﻲ داﺷﺘﻪ وﻟﻲ 
داﺷـﺘﻪ اﺳـﺖ و در ﻧﻬﺎﻳـﺖ ﻟﻴﺸﻤﺎﻧﻴﺎ ﻣﺎژور ﺣﻔﺎﻇﺖ ﺑﺨﺸﻲ 
 را ﻳـﻚ ﻛﺎﻧﺪﻳـﺪ ﻣﻨﺎﺳـﺐ ﺟﻬـﺖ ﺗﻬﻴـﻪ 07PSH ﻫﻤﺮاه ﺑـﺎ 4p
ﻫـﺎي ﻟﻴـﺸﻤﺎﻧﻴﺎ دﻧﻴـﺎي ﻗـﺪﻳﻢ و ﺟﺪﻳـﺪ، واﻛﺴﻦ ﺑـﺮاي ﮔﻮﻧـﻪ 
  .(2)ﻣﻌﺮﻓﻲ ﻛﺮد
 ﻟﻴﺸﻤﺎﻧﻴﺎ ﻣﺎژور ﺳﻮﻳﺔ اﻳﺮان 4pدر اﻳﻦ ﺑﺮرﺳﻲ، ژن 
 ﺑﺎ اﻳـﻦ ﻫـﺪف ﻛـﻪ اﺳـﺘﻔﺎده از ﺳـﻮﻳﺔ اﻳﺮاﻧـﻲ .ﻛﻠﻮن ﺷﺪ 
ور ﺑﺮاي ﺟﺎﻣﻌـﻪ ﺟﻬﺖ ﺗﻬﻴﺔ واﻛﺴﻦ ﺑﺮ ﻋﻠﻴﻪ ﻟﻴﺸﻤﺎﻧﻴﺎ ﻣﺎژ 
ﺿـﻤﻦ اﻳﻨﻜـﻪ ﻧﺘﻴﺠـﺔ . ﺗﺮ اﺳﺖ اﻳﺮاﻧﻲ، ﻣﻔﻴﺪﺗﺮ و ﻛﺎرﺑﺮدي 
ﻧﻴـﺎ و ﻫﻤﻜـﺎران ﻛـﻪ ﮔـﺰارش اﻳﻦ ﺑﺮرﺳﻲ ﺑﺎ ﺑﺮرﺳﻲ ﻓﺮج 
ﻣﺮﺣﻠـﺔ آﻣﺎﺳـﺘﻴﮕﻮت 1ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻧﻮﻛﻠﺌﺎز ﻛـﻼس »اﻧﺪ  داده
 ﺷـﺒﺎﻫﺖ ﺑـﺴﻴﺎر زﻳـﺎدي )NIC amL( ﻟﻴـﺸﻤﺎﻧﻴﺎ ﻣـﺎژور
 (51 و 41)« ﻟﻴـﺸﻤﺎﻧﻴﺎ ﭘﻴﻔـﺎﻧﻮي دارد4pﺑـﻪ ﭘـﺮوﺗﺌﻴﻦ %( 78)
  . ﻣﻘﺎﻳﺴﻪ ﺧﻮاﻫﺪ ﺑﻮدﻗﺎﺑﻞ
 ﻟﻴـﺸﻤﺎﻧﻴﺎ ﻓﺎﻗـﺪ ANDدر اﻳـﻦ ﺑﺮرﺳـﻲ از آﻧﺠـﺎﻳﻲ ﻛـﻪ 
 AND از 4p، ﺟﻬـﺖ دﺳﺘﺮﺳـﻲ ﺑـﻪ ژن (61)اﻳﻨﺘـﺮون اﺳـﺖ
ﭘﺮوﻣﺎﺳﺘﻴﮕﻮت ﻟﻴـﺸﻤﺎﻧﻴﺎ ﻣـﺎژور اﺳـﺘﻔﺎده ﺷـﺪ و ﺑـﻪ ﻧﻈـﺮ 
رﺳـﺪ ﻛـﻪ اﻳـﻦ روش ﻧـﺴﺒﺖ ﺑـﻪ روش اﻳﺠـﺎد زﺧـﻢ در  ﻣﻲ
ﻫـﺎي ﻛـﺸﺖ ﺣﻴﻮان آزﻣﺎﻳـﺸﮕﺎﻫﻲ و ﻳـﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از ﻣﺤـﻴﻂ 
س آﻣﺎﺳـﺘﻴﮕﻮت ﺟﻬـﺖ دﺳﺘﺮﺳـﻲ ﺑـﻪ اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ و ﺣـﺴﺎ 
ﺗﺮ ﺷﻮﻧﺪ، ﺳﺮﻳﻊ ﻫﺎﻳﻲ ﻛﻪ در ﻣﺮﺣﻠﺔ آﻣﺎﺳﺘﻴﮕﻮت ﺑﻴﺎن ﻣﻲ  ژن
  .(51)ﺗﺮ ﺑﺎﺷﺪ و ﺳﺎده
وﺟﻮد ﻣﺤﺪودﻳﺖ در اﻧﺠﺎم ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﺳﻠﻮﻟﻲ و ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ 
 ﺗﻨﻈـﻴﻢ،  ﺑﻪ وﻳﮋه در ﺷﺮاﻳﻄﻲ ﻛﻪ ﻣﺮاﺣﻞ ﭘﮋوﻫﺶ اﺑﺘـﺪا ﺑﺎﻳـﺪ 
ﺳ ــﺎزﻣﺎﻧﺪﻫﻲ و ﻣﺮﺗ ــﺐ و ﺳ ــﭙﺲ اﻧﺠ ــﺎم ﺷ ــﻮﻧﺪ، ﻳﻜ ــﻲ از  
ﺗﺤﻘﻴـﻖ ﺣﺎﺿـﺮ ﻧﻴـﺰ در ﮔﻴـﺮ اﻳـﻦ ﻣﺸﻜﻼت ﺟﺪي اﺳﺖ ﻛـﻪ 
  .ﻣﺸﻜﻞ ﺑﻮد
  
  ﮔﻴﺮي ﻧﺘﻴﺠﻪ
   ﻛﻠﻲ ﺣﺎﺻـﻞ از اﻧﺠـﺎم اﻳـﻦ ﭘـﮋوﻫﺶ، ﻛﻠـﻮن و  ﻧﺘﻴﺠﻪ
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هدﺎﻣآ  نژ يزﺎﺳp4 ﺖﺳا نﺎﻴﺑ ﺪﻴﻤﺳﻼﭘ رد  . ﺐـﻴﻛﺮﺗ ﻦـﻳا
 ﺐـﻴﻛﺮﺗ ﻮﻧ ﻦﻴﺌﺗوﺮﭘ ﻦﺘﺧﺎﺳ و هﺎﮕﺸﻳﺎﻣزآ رد نﺎﻴﺑ هدﺎﻣآ
ﺖﺳا . ﺐـﻴﻛﺮﺗﻮﻧ ﻦﻴﺌﺗوﺮـﭘ ﺪـﻴﻟﻮﺗ ﻪـﻛ ﺖـﺳا ﺮﻛذ ﻞﺑﺎﻗp4 
ﻲﻣ  رد صﻮﺼﺧ ﻪﺑ ﺪﻧاﻮﺗ ﻦﺴﻛاو ﺔﻴﻬﺗ ﺔﻨﻴﻣز  ﻪﺑ ﺪـﻳآ رﺎﻛ
و  ﻪﻨﻴﻣز رد ،نآ ﺮﺑ هوﻼﻋ ﺖﺴﺗ و ﻲﻳوراد فﺪﻫ يﺎﻫ يﺎﻫ
ﺖﺳا هدﺎﻔﺘﺳا ﻞﺑﺎﻗ ﺰﻴﻧ ﻲﺼﻴﺨﺸﺗ.  
ﺮﻜﺸﺗ و ﺮﻳﺪﻘﺗ  
 و ﻲﻜـﺷﺰﭘ مﻮـﻠﻋ هﺎﮕﺸـﻧاد ﻲﻟﺎـﻣ ﺖـﻳﺎﻤﺣ ﺎـﺑ ﻲﺳرﺮﺑ ﻦﻳا
 تﺎــ ﻘﻴﻘﺤﺗ ﺰــ ﻛﺮﻣ هﺎﮕﺸــ ﻳﺎﻣزآ رد و ناﺮــ ﻳا ﻲﻧﺎــ ﻣرد تﺎﻣﺪــ ﺧ
 ﻲﻜﺷﺰﭘ مﻮﻠﻋ هﺎﮕﺸﻧاد ﻲﻟﻮﻜﻟﻮﻣ و ﻲﻟﻮﻠﺳ يژﻮﻟﻮﻴﺑ تﺎﻣﺪﺧ و
 نﺎﮔﺪﻨﺴـﻳﻮﻧ ﻪﻠﻴـﺳو ﻦﻳﺪﺑ و ﺪﺷ مﺎﺠﻧا ،ﻲﺘﺸﻬﺑ ﺪﻴﻬﺷ ﻲﻧﺎﻣرد
 زا ﻪﻟﺎﻘﻣﻟوﺆﺴﻣﺪﻧراد ار يراﺰﮕﺳﺎﭙﺳ لﺎﻤﻛ مﺮﺘﺤﻣ ﻦﻴ.  
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Abstract  
Background and Aim: Leishmania major p4 gene is normally expressed during amastigote form of 
the parasite and can be a good candidate for producing an effective vaccine. The aim of this study is to 
clone p4 gene in a suitable vector for further vaccine production studies . 
Materials and Methods: This is an experimental study. Leishmania promastigote was grown in 
N.N.N. medium and later in the form of mass culture in RPMI 1640 cell culture medium. Total leishmania 
genomic DNA was extracted by centrifugation of promastigote and lysed by lysis buffer followed by 
boiling method. PCR was carried out using p4 gene specific primers. PCR product was detected by agaros 
gel electrophoresis and cloned into Bluescript plasmid via T/A cloning method. After transformation, the 
recombinant plasmid was screened  and digested by restriction enzyme  
Results: PCR reaction and cloning p4 gene in T-vector was done successfully. Recombinant plasmid 
was extracted and cloned gene was released by restriction enzyme and subcloned into pPQE-30 
expression vector and confirmed by restriction analysis and PCR.  
Conclusion: This newly expressed combination is p4 gene invitro. Production of p4 recombinant 
antigen is very much useful especially in the field of vaccine production, drug target and immunological 
studies. 
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